






Studies on The Production of Reactive Oxygen Species (ROS) 
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今後 50 年で 1.5 倍になると予測される世界人口の増加とあいまって水産物需要はさらに





わが国の栽培漁業の歴史は古く 1963 年（昭和 38 年度）に始められた（社）瀬戸内海栽
1 
培漁業協会によるマダイの種苗生産･放流事業に始まる。以降 40 数年の間に対象魚種，生
産尾数とも大きく増え，2005 年（平成 17 年度）に日本全国で種苗生産された人工種苗は











後 10 日目頃までの飼育初期の着底前後の 2 つの時期に特徴的な大量へい死が発生し，その
























損傷を与えることがニジマスOn orhynchusc  mykiss，17) ブラウントラウトSalmo trutta，
18) ヌマガレイ属の一種Platichthys flesus，19) ムラサキイガイMytilus edulis，20) エビジ




















































またカサゴについては緑茶抽出物の添加効果（実験 6）および緑茶抽出物と APM との比
較（実験 7）を行った。 
オニオコゼ受精卵は産卵前の天然魚を用いた人工授精（実験 1）およびホルモン誘発産卵








飼育方法 オニオコゼの飼育水槽は 500 l黒色ポリエチレン水槽（直径 117 cm，深さ 77 
cm），6 kl角型コンクリート水槽（1.8×2.8×1.3 m；実水量 5 kl）および 8 kl角型コンクリ
ート水槽（1.8×3.8×1.3 m；実水量 7 kl）を用いた。紫外線照射海水を換水率 100－200 ％
/日で注水し，ポリエチレン製メッシュスクリーン（MS40 目；オープニング 526 μm）で作
製したアンドンを用いて排水した。500 l水槽は中央にエアストーン（直径 50 mm）1 個を，
角型コンクリート水槽は 4 辺に対角となるようエアブロック（ユニホース：直径 25 mm×
長さ 1 m）を設置し飼育水を攪拌した。餌料系列は開口からL型ワムシBrachionus plicatilis











































































































































































































































































































































































/mlの密度で 1 日 1 回給餌し，摂餌状況を観察しながら仔魚の成長に伴い給餌量を増加した。
これら生物餌料は市販の栄養強化剤を用いて栄養強化を行った。飼育水には自家製濃縮ナ




カサゴは 500 l 黒色ポリエチレン水槽を使用し，注水，通気，餌料系列など基本的な飼育
方法はオニオコゼと同様に飼育した。 
 成長は原則として 0，3，5，7，10，15 日令に飼育水槽から無作為に仔魚をサンプリング
し，MS222 で麻酔後，万能投影機（VP-300D TOPCON 社製）を用いて 10-20 個体の全
長を測定した。生残率は原則として 0，3，5，7，10，15 日令に夜間の柱状サンプリング法
により推定した。本研究では飼育初期，概ね 10 日令までの大量へい死に的を絞り実験期間




用いた。30A と 90S は茶葉の熱水抽出物を高速液体クロマトグラフィー法でカラムに吸着
させることにより分離・製造され，総ポリフェノール含有量はそれぞれ 30 %以上，90 %以
上である。30A，90S の商品規格を Table 2 に示した。 
飼育水への抗酸化物質の添加は，飼育水量 1klあたりの添加量を 30Aは 1 gまたは 0.2 g，
90S は 0.2 g，APM は 20 g として蒸留水 1 l に溶解させた水溶液を，アルミホイルで遮光
した点滴瓶を用いることにより 1 日 1 回，2～4 時間かけて滴下した。実験 3，4 では各水





































































































































































































































































































































































を設けた。いずれの実験でも対照区には蒸留水 1 l を同様の方法で添加した。 
生菌数測定 飼育水に添加した緑茶抽出物の主成分である茶カテキンの代表的な生理作
用の 1 つとして抗菌効果がある。本研究における添加濃度でカテキンによる抗菌効果を確
認する目的で，実験 3，4 においてコロニー法による生菌数測定を行った。培地は Marine 




 オニオコゼを用いた実験 1～5 の生残率を Fig.1 に示した。実験 1 では全滅に至るほどの
大量へい死は発生しなかったものの 15 日令における生残率は対照区の 15.5％，17.0％に対
し 30A 添加区で 34.5 ％，90S 添加区で 42.6％といずれも緑茶抽出物添加区で高かった。
実験 2 では 5 日令および 7 日令に対照区で大量へい死が発生し全滅したため実験を終了し
た。7 日令における生残率は対照区 0%に対し 30A 添加区が 82.8%，90S 添加区が 54.3%と
いずれも顕著に高かった。また稚魚生産を目標として生産規模で行った実験 3 では 9 日令
に対照区で大量へい死が発生したため，10 日令で実験を終了した。10 日令における対照区
生残率 1.9％，2.0％に対し 30A 添加区の生残率は 55.3％と顕著に高かった。なお対照区の
１方は自然水温+2℃の加温を行っていたが，大量へい死発生の時期，程度に自然水温区と
の差はなく，加温による影響は見られなかった。実験 3 と同じ卵を用いて行った実験 4 で
は 10 日令まで大きなへい死は見られなかったが，12 日令に対照区で大量へい死が発生し全
滅した。15 日令における生残率は対照区 0%に対し 30A 添加区 40.0％と顕著に高かった。
なお実験 3，4 の 30A 添加区は 15 日令で緑茶抽出物の添加を終了した後も飼育を継続し，
20 日令までに着底魚 1.7 万尾を取り上げた。緑茶抽出物 90S の毎日添加と隔日添加さらに








































































































































Fig.1   Effect of antioxidant on the survival rate
of devil stinger. (A) Expt.1，(B) Expt.2； ■＋
green tea extract (Teaflan 30A from Itoen Ltd
(Tokyo， Japan).)，■＋green tea extract
(Teaflan 90S)， □ Control. (C) Expt.3，(D)
Expt.4； ■＋Teaflan 30A ，□ Control.（E)
Expt.5；　＋L-ascorbyl-2-phosphate
magnesium (APM) ，■ +Teaflan 90S for
everyday，　 ＋Teaflan 90S for alternate









対照区でへい死が発生し，7 日令における生残率は対照区の 17.5％，21.4％に対し APM 添
加区では 40.1％，44.4％と顕著に高かった。また 7 日令における毎日添加区の生残率は
46.4％，33.9％，隔日添加区では 36.3％，20.7％と，隔日添加区は毎日添加区および APM
添加区には及ばないものの，対照区よりも若干高かった。 







次にカサゴを用いて行った実験 6，7 の生残率を Fig.7 に示した。実験 6 では緑茶抽出物
との比較のためAPM添加区を設けた。対照区では大量へい死が発生し9日令で全滅したが，
試験区では発生せず 10 日令における各区の生残率は対照区の 0%に対し，30A 添加区が
83.2%，90S 添加区が 67.0%，そして APM 添加区が 74.2%とすべての試験区で顕著に高か
った。実験 7 では緑茶抽出物 30A の添加量を 1 水槽あたり 0.5g と 0.1g の 2 段階設定した。
6 日令まではどの試験区でも目立ったへい死は起こらなかったが，7 日令に対照区で大量へ
い死が発生したため実験を終了した。7 日令における生残率は対照区の 1.1％，9.5％に対し


























































































































Fig.2 Growth of devil stinger at different days after hatching. Each plot and bar indicates
average and standard deviation, respectively. (A) Expt.1, (B) Expt.2, (C) Expt.3, (D) Expt.4,












































































Fig.3 The number of bacteria in the rearing water by CFU assay


























































Fig.4 The number of bacteria in the rearing water by CFU assay
























































Fig.5 The number of bacteria in the rearing water by CFU assay

























Fig.6 The number of bacteria in the rearing water by CFU assay






































































































Fig.5   Effect of antioxidant on the survival rate of marbled rockfish.
 (A) Expt.6；　 +APM, ■ +Teaflan30A, ■ +Teaflan90S, □ Control. (B)Expt.7；■




































































Fig.6 Growth of marbled rockfish at
different days after hatching. Each plot
and bar indicates average and standard




























































菌効果を期待した場合の使用量の目安はテアフラン 30A の場合，0.1-5％，90S の場合，
0.05-0.3％とされている。飼育実験において想定されるそれぞれの 大瞬間濃度は 1 ppm お
よび 0.2 ppm であるので，これらと比較すると本研究における添加濃度で抗菌効果が見ら
れなかったのは当然の結果であると考えられる。 
カサゴを用いた 2 回の実験でも、Fig.7 に示すように緑茶抽出物または APM 添加区の生
残率は対象区に比較して顕著に高く、へい死抑制に関してオニオコゼの場合と同様の結果






なお本研究で用いた APM の価格は 50 g で 25,000 円，生産現場で実際に使用した場合，
飼育水量 1kl あたり 20 g 添加すると 5,000 円が毎日経費として上乗せされることになり，
実用レベルでの使用は考えにくい。一方，緑茶抽出物（テアフラン 30A およびテアフラン
21 
90S；いずれも（株）伊藤園）の価格は，それぞれ 6,000 円／kg，55,000 円／kg である。














































これらの卵および仔魚は飼育水槽に 5000-10000 尾／kl の密度で収容し，紫外線殺菌海水
を換水率 10-100%／日で注水した。実験期間中の飼育水温はオニオコゼで 20.7-21.3℃，カ
サゴ 14.8-16.2℃，メバル 15.3-16.3℃，マハタ 21.1-25.1℃，トラフグ 17.8-18.2℃，マダイ
16.3-18.4℃であった。餌料は L 型ワムシを市販の栄養強化剤で強化した後，仔魚の成長に
応じて 5～15 個体／ml になるよう 1 日 1 回給餌した。なお飼育水槽から定期的に 10-20 尾
のサンプルをとり，MS222 で麻酔をかけ，万能投影機で体長を測定した。 
化学発光解析 仔魚の ROS を検出するために高感度 ROS 特異的プローブ L012（和光純
薬工業）を使用した化学発光解析を行った。33) 仔魚 1 尾を 96 穴ホワイトプレートの 1well
に 175 μl の海水とともに収容し，直ちに 30 分間の化学発光を TR717 Microplate 
Luminometer（Applied Biosystems）で測定した。L012 は測定開始から 2 分後に終濃度
0.5 μM になるように付属のインジェクターにより添加した。 
高感度光量子顕微鏡による観察 仔魚の ROS 産生の場所を特定するため，微弱な化学発
光を検出可能なリアルタイム CCD カメラ（浜松ホトニクス）を搭載した高感度光量子顕微
鏡を用いた観察を行った。34) 仔魚をスライドグラス上に乗せた後，10 μM の L012 を添加
し直ちに暗黒下で 1 分間の撮影を行った。 
抗生物質添加 仔魚の ROS 産生の目的について知見を得るため，仔魚の ROS 産生レベ
ルに対する抗生物質の効果を調べた。100 μg/ml のペニシリン G カリウムと硫酸ストレプ
トマイシンで 24 時間処理後，化学発光を測定するとともに，Marine agar2216 培地を用い





結  果 
 
  Fig.9 に示すように，６魚種のふ化仔魚（0 日令）はいずれも化学発光を示し，これらは
100 U/ml の SOD 添加により明らかに抑制された。また 30 分間の化学発光のパターンと発
光強度のピーク値は魚種によってそれぞれ大きく異なっていたが，ピーク値を比較すると
これらの魚種の中では，オニオコゼが極端に高レベルであった。 
次に，それぞれの魚種について成長に伴う ROS 産生量の変化を 30 分間発光強度の積算
値に基づき Fig.10 に示した。魚種により変化のパターンは大きく異なり，カサゴとメバル
の ROS 産生レベルは 2 日令から徐々に増加し始め，10 日令ではふ化時の 90 倍以上に達し
た。10 日令におけるオニオコゼ，カサゴ，メバル，マハタ，トラフグ，マダイの積算化学
発光値はそれぞれ 92,498， 9,703,570，3,987,010， 33,094，33,307，44,339 であり，魚
種によるレベルの差は非常に大きいことが分かる。カサゴ，メバルにおいて成長に伴う化
学発光レベルの著しい増加が見られた一方で，マハタ，トラフグ，マダイでは目立った変






ペニシリン G カリウムおよび硫酸ストレプトマイシンで 24 時間処理後，Marine 
agar2216 培地を用いたコロニー法で計数した飼育水中の細菌数は劇的に減少した。付随し
て仔魚の ROS レベルの減少が観察された。さらに仔魚の生残数が対照区に比べ抗生物質添
































































































































Fig.9 Patterns of L012-mediated chemiluminescence responses of 0 day 
post-hatch larva of marbled rockfish (A), black rockfish (B), devil stinger (C), 
sevenband grouper (D), tiger puffer (E), and red seabream(F). 






























































Fig.10  Time course of chemiluminescence response levels of larvae of six 
species during early development from 0 to 10 days after hatching. Each 


































Fig.11  Location of ROS generation in several marine fish larvae. Black 
rockfish(A),(B),(C),(D), Marbled rockfish(E), (F), Tiger puffer(G), Devil stinger(H), 





























































Fig. 12 Effects of antibiotics on the number of bacteria in rearing 




























































































































































0 日令の仔魚サイズは約 2 mm のマハタから約 6 mm のメバルまで魚種により大きく異
なっているが，ROS レベルと仔魚サイズに直接的な関連は見られない。また本研究におけ
る平均日間成長率はオニオコゼ 0.366±0.033 mm，カサゴ 0.127±0.033 mm，メバル 0.191
±0.005 mm，マハタ 0.079±0.012 mm，トラフグ 0.078±0.003 mm，マダイ 0.192±0.019 



















 以上のことから仔魚期における ROS 産生レベルは，特にオニオコゼ，カサゴ，メバルに
おいては，原因不明とされる仔魚の大量へい死と何らかの関係があるかも知れない。現在，
仔魚による ROS 産生の正確な理由は明らかではないが，例えば細菌のような環境中の要素
が ROS 産生を刺激する も可能性の高い候補であると考えられる。 
貪食細胞における respiratory burst responseは一般的に侵襲してくる病原体に対する防
御の第一線において重要な機構だと考えられており，40) マクロファージや顆粒球は活性化
された NADPH oxidase により ROS 産生することで侵襲してきた細菌を破壊する。41)  
抗生物質を添加した実験の結果は，海産仔魚が特に侵襲性のバクテリアに対する防御の


















亡率は 8％に止まる。成長によって感受性が高くなり，ふ化後 4 週間での攻撃試験では死亡




















第 4 章 オニオコゼ胚および仔魚による活性酸素産生 
 
















自然産卵または漁獲直後の天然魚を用いた LHRHa による排卵誘導・人工授精 30)により得
られた卵を用いた。 
化学発光解析 ROS を検出するため，L012 をプローブとした化学発光法を用いた。１ま
たは数粒の受精卵を 100 μl の海水とともに 96 穴ホワイトプレートのウェルに収容し，10 
μM になるよう L012 を加えた後，直ちに Mithras LB940 マルチラベルレコーダー
34 
（Berthold Japan Co. ）にて測定を開始した。 
高感度光量子顕微鏡による観察 受精卵の ROS 産生の場所を特定するため，微弱な化学
発光を検出可能なリアルタイム CCD カメラ（浜松ホトニクス）を搭載した高感度光量子顕
微鏡を用いた観察を行った。34) 受精卵をスライドグラス上に乗せた後，10 μM の L012
を添加し直ちに暗黒下で撮影を行った。 
各種ラジカルスカベンジャーの効果 オニオコゼ胚による ROS の種類および産生系に関す
る知見を得るため，様々なラジカルスカベンジャー作用を持つ試薬の効果を化学発光によ
り検出した。Fig.17 に示す濃度で各試薬を添加したウェルに 10 粒の受精卵を収容して直ち
に化学発光を測定し，30 分間の積算化学発光強度を対照区に対する百分率で比較した。 
ウエスタンブロッティング ヒト好中球のチトクローム b558 の大サブユニット（gp91phox）





Fig.13 に示すように，受精 1 日後の胚 10 粒は同程度の広がりを持って L012 による化学
発光を示した。その一方で，飼育水単独では発光は検出されなかった。さらに，30 分間の
積算相対発光強度に基づく化学発光と胚の数にはほぼ直線的な相関関係（Fig.14）が見られ
たことから，それぞれの胚はほぼ同レベルの ROS を産生していることが示唆される。 
また人工授精により採卵した同腹の受精卵と未受精卵を受精 6 時間後に測定した化学発
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Fig.13 Time course of L012-mediated chemiluminescence response of the 
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Fig.15 Time course of L012-mediated chemiluminescence response of the 














とこれらのラジカルスカベンンジャーの中で EGCG はもっとも効果的であった。EGCG 等
の茶カテキンを豊富に含む市販の緑茶抽出物は手ごろな価格であり，実際の飼育水槽への
利用を考えたときコスト面でも実用性が高い。 
 NADPH oxidase の阻害剤である DPI49) は胚の化学発光に強力な阻害効果を示した。一
方で，キサンチンオキシダーゼの阻害剤であるアロプリノール 50) はほとんど何の効果も示
さなかった。これらの結果から，マクロファージや顆粒球のような貪食細胞によく似た
NADPH oxidase 様の酵素系が胚による ROS 産生で主として応答していることがわかった。
さらに，抗ヒト好中球チトクローム b558 大サブユニット抗体を用いて，胚から抽出した水
溶性タンパク質のウエスタンブロッティング解析を行い，マウスのマクロファージ系
RAW264.7 細胞に見られるものと同様の約 91kDa のメインバンドを検出した（Fig.18）。
これらの結果は，NADPH oxidase 様の酵素系がオニオコゼ胚における ROS 産生源かも知
れないとの考えを支持している。 
 魚類の胚発生期における ROS 産生に関して，ゼブラフィッシュ胚が PMA 刺激に応答








Fig.16 Location of ROS generation in embryo of devil stinger
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Fig.17 Effects of various agents on L012-mediated chemiluminescence 


















Fig.18  Immunobloting analysis of the embryo proteins with the primary 
antibody against human neutrophil cytocrome b558 large subunit (gp91phox) 
of NADPH oxidase. 










































しれない。今後は，卵表面の ROS 産生系の酵素学的側面，特に ROS 産生の活性と環境中
のバクテリアとの関係を明らかにする研究が必要とされる。 
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第 2 節 へい死発生時の仔魚の活性酸素産生レベル 
 













然産卵により得られた。受精卵はふ化直前まで 1 kl アルテミア水槽で卵管理を行った後，1 
klポリエチレン水槽または 12 klコンクリート水槽に 5000-23000尾／klの密度で収容した。
注水は紫外線殺菌海水を換水率 100 %／日で行った。餌料は L 型ワムシを市販の栄養強化
剤で強化した後，仔魚の成長に応じて 5～15 個体／ml になるよう 1 日 1 回給餌した。アル
テミアは全長 6 mm を目安に給餌を開始し，仔魚の成長に応じて 0.2～2 個体/ml を 1 日 1
回給餌した。水槽底に死魚が見えた際にはサイフォンによる底掃除を行い，回収した死魚
を容量法もしくは全数計数により計数した。 
化学発光解析 仔魚の ROS を検出するために高感度 ROS 特異的プローブ L012（和光純
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薬工業）を使用した化学発光解析を行った。仔魚 1 尾を 96 穴ホワイトプレートの 1well に
175 μ l の海水とともに収容し，直ちに 30 分間の化学発光を TR717 Microplate 
Luminometer（Applied Biosystems）で測定した。L012 は測定開始から 2 分後に終濃度
0.5 μM になるように付属のインジェクターにより添加した。すべての測定ごとに ROS 産
生の刺激剤として PMA を 0.1 μg/ml で添加したものも同時に測定した。1 回あたり 12 尾




 3 回の採卵により 6 例の飼育を行った。生残尾数の減少により飼育中止に追い込まれるほ









12～15 日令の間の化学発光強度の積算値と，大量へい死が発生した 14～20 日令の間に底
掃除により回収した累積死魚数との相関を水槽規模別に示した。プロット数は少ないが，
水槽規模には関わりなく化学発光強度と死魚数には強い正の相関があると考えられる。 
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Fig.19 Time course of chemiluminescence response levels during the development 
from the fertilized egg to aged larvae. ●Control, ○+PMA 0.1μg/ml 
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Fig.20 Relationship between the chemiluminescence response intensity 
and the number of death in the rearing tank.  







生システムは PMA により亢進されることが明らかとなった。Fig.19 に示すとおり PMA に
より亢進された ROS 産生レベルは，大量へい死発生の有無に関係なくいずれの水槽におい
てもよく似たパターンで推移し，発光のレベルはほぼ同程度であった。このことから PMA
存在下での ROS 産生量は，それぞれの発育ステージにおける仔魚の ROS 大産生量に近
いことが推測される。前述したとおり大量へい死の発生した 2 水槽においては，へい死発
生に先立って｢異常遊泳｣が観察されると同時に ROS レベルの急激な上昇が見られた。
Fig.19 から分かるとおり，大量へい死の発生した 2 水槽で 12～15 日令にかけて上昇した









と ROS レベルとの直接的な関係を解析する研究が必要である。 
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第 5 章 ウエスタンブロッティングによる NADPH oxidase の検出 
 
 これまでの研究によりオニオコゼの胚における ROS 産生には NADPH oxidase が主とし
て関わっていることが示されている。卵発生の過程で NADPH oxidase がどのように発現
しているのかを調べることは興味深い。受精 12 時間後から化学発光解析と平行してヒト 
チトクロームb558の大サブユニットに対する一次抗体を使用した卵のウェスタンブロット




受精卵 長崎県総合水産試験場の 8kl コンクリート水槽で採卵用親魚として養成中のオ
ニオコゼ親魚から自然産卵により得た受精卵を用いた。受精卵は飼育水槽から換水率 1 kl/h
でオーバーフローする飼育水をゴース製のネットで受けて採集した。産卵の行われる夕刻
から 1 時間おきに観察を行い，ネット内に初めて卵が確認された時間を受精後 0 時間とし
て，以降，所定の時間にネット内から受精卵のサンプリングを行った。なお実験期間中の
水温は 23.9～24.0℃であった。 
   受精後 12 時間から 36 時間まで 6 時間おきに浮上卵を採取し，直ちに L-012 を用い
た化学発光量の測定を行うとともに，200～300 粒程度を 1.5 ml チューブに採り－30 ℃で
凍結保存した。凍結したサンプルは，それぞれの受精卵をペッスルでつぶし，18000 ×g，
3 分，4℃で遠心した。上清を捨て，抽出バッファー（10 mM HEPS， 150 mM NaCl， 1 
mM EGTA， 1 % CHAPS， 1 % プロテアーゼ阻害剤カクテル）を 200 ml 添加し，ピペ
ッティングで溶解して 30 分間，4℃で静置した。 
BCA 法によるタンパク質の定量 各試料は QuantiPro™ BCA Assay Kit (sigma)によりタ
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ンパク質を定量化した。A 液（sodium carbonate， sodium tartate， sodium bicarbonate 
in 0.2 M NaOH， pH 11.25.），B 液（250 ml of a 4% (w/v) bicinchoninic acid solution， 
pH 8.5.）と C 液（4% (w/v) copper(II) sulfate， pentahydrate solution.）を 25：25：1
の割合で混合したものを BCA 試薬とした。タンパク質のスタンダードを BSA で 0-100 
μg/ml の範囲で調整した。試料と BCA 試薬を 1：1 の割合で混和し，37℃，2 時間恒温槽
に静置した。その後，Multiscan® Spectrum（ (株)Thermo Fisher Scientific）で 562nm の
吸光度を測定した。 
SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE） 試料液に 200μl EzApply（ATTO）を
加え，100℃で 3 分間インキュベートすることにより SDS 化した。この試料溶液 20 μl を
12.5％アクリルアミドゲル PAGEL（ATTO）の上に充層した。泳動用緩衝液は 0.1％SDS
を含む 25mM トリス－0.2 M グリシン緩衝溶液（pH 8.3）を用い，20 mA/ゲル の電流を
流した。分子量測定用の標準タンパク質には，SDS-PAGE 用 SeeBlue® Plus2 Pre-stained 
standard（ (株) invitrogen）を用いた。 
ウエスタンブロッティング SDS-PAGE 後のゲルを PVDF 膜（BIO-RAD 製，Immun-Blot™ 
PVDF Membrane）に転写した。Transfer buffer は，25 mM Tris-HCl， 0.5 mM DTT， 
0.02% SDS（pH 8.4）を用いた。泳動装置は，Mini Trans-Blot Cell システム（BIO-RAD 社
製）を使用し，約１時間泳動後，TBST で 2 分間洗浄した。ブロッキング溶液は 0.1% Tween 
20， 1% スキムミルクを TBS に溶かしたものを用い，1 時間室温でブロッキングした。
一次抗体（anti-gp91phox：Upstate Biotechnology Inc. ）を 4℃で一晩反応させた後，ブ
ロッキング溶液で 5 分間の洗浄を 3 回行った。二次抗体（Goat Anti-Rabbit IgG， HRP 
conjugate：Upstate Biotechnology Inc. ）を室温で 1 時間反応させた後，ブロッキング溶
液で 5 分間の洗浄を 3 回行い，その後 TBST で 2 分間の洗浄を 2 回行った。ECL plus 検
出キット（GE ヘルスケア バイオサイエンス社）で 5 分間反応させ，Light capture（ATTO
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社製）で検出した。発現量はバンドの濃さを ATTO CS Analyzer（ATTO 社製）により，
12hpf を１とした相対値として数値化した。 
 
結  果 
 
オニオコゼ受精卵の化学発光量の経時変化 受精後 12 時間から 6 時間置きに受精卵に 
L-012 を添加し化学発光量を測定した。受精後 30 時間で発光量が急激に増加し，受精後
36 時間で減少した（Fig.21）。 
Immunoblot 法による gp91phox 発現量の経時変化 受精後 12 時間から 6 時間置きに採取
した受精卵について gp91phox の発現量を比較すると，受精後 30 時間で も発現量が多
くなり，受精後 36 時間で減少した（Fig.22）。 
 BCA 法によってタンパク量を一定にした後，イムノブロット法で gp91phox の検出を行
ったところ，発光量の変化と一致して gp91phox の発現量の変化が見られた。 
 






産生とともに NADPH oxidase の構成要素である gp91phox が検出された。この結果は前述
したふ化直前のオニオコゼ胚から gp91phox が検出されたのと一致しており，オニオコゼ胚







Fig.21 Time course of L012-mediated chemiluminescence response of 
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Fig22 Time course of expression level of gp91phox of NADPH
Immunoblotting analysis.  
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一致したことから，少なくともオニオコゼ胚における活性酸素産生は NADPH oxidase 系





























































NADPH oxidase の構成要素である gp91phox が検出された。このことからオニオコゼ胚に








８．卵発生に伴う gp91phox の発現量の変化を調べた結果，受精 30 時間後付近に発現量の
ピークがあり，この間の活性酸素産生量の変化は gp91phox 発現量の変化と一致した。この



























要因として飼育環境中の細菌は有力な候補の 1 つであると考えられる。 







ン 30A の場合，0.1-5％，90S の場合，0.05-0.3％とされている。飼育実験において想定さ































































に非常に高いレベルの活性酸素を産生しており，発生中の卵から NADPH oxidase の構成
要素である gp91phox が検出された。このことは，オニオコゼ胚にはすでに活性化された







８．卵発生に伴う gp91phox の発現量の変化を調べた結果，受精 30 時間後付近に発現量の
ピークがあり，この間の活性酸素産生量の変化は gp91phox 発現量の変化と一致した。この
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Studies on the Production of Reactive Oxygen Species (ROS) 
During the Early Development Stage of Various Marine Fish 
Species 
 
 Devil stingers (Inimicus japonicus) and marbled rockfish (Sebastiscus 
marmoratus) are economically important fish in Japan.  These fishes have been 
expected to be profitable species for marine ranching because of their migratory habits 
and high retail prices.  Some hatcheries have tried to establish seed stock, but they 
have not been able to achieve stable production because of cryptogenic mass mortality 
during the larval rearing stage.  Rearing conditions, egg quality, feeding conditions, 
and diseases are suspected as causes of this; however, the precise reason for this mass 
mortality has yet to be elucidated.  There has been a report that the survival rate of 
the marbled rockfish larvae was notably improved by the addition of ascorbic acid into 
the rearing tank.  Based on the above report, I speculated that the improvement in the 
survival rate was a result of the antioxidant effects of ascorbic acid caused by excess 
ROS. There has been little research about the production of ROS by fish larvae, or about 
the involvement of ROS in the survival rate of larvae.  Herein, I tried to accumulate an 
elementary knowledge about ROS production of various marine fish larvae, and to 
elucidate the effects of the ROS level on the survival rate during the early development 
stage. 
1． To confirm an effect of antioxidant materials, such as L-ascorbic acid phosphate 
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magnesium (APM) and a catechin rich green tea extract, which are commercially 
available from Itoen(Ltd.), on the survival rate of devil stinger and marbled rockfish 
larvae, rearing experiments were performed. These materials dramatically 
decreased the mass mortality of the larvae without any negative effects on the 
growth. The effectual additive amounts per 1kl of rearing water were 10g of APM, 
0.5g of Teaflan30A, and 0.1g of Teaflan90S, respectively.  
2．  I investigated the production of ROS utilizing chemiluminescence analysis on the 
larvae of 6 marine fish species:    devil stinger;  marbled rockfish;  black rockfish 
(Sebastes inermis);  sevenband grouper (Epinephelus septemfasciatus);  tiger 
puffer (Takifugu rubripes);  and, red seabream (Pagrus major).  The larvae of 
these six marine fish species produced ROS under normal rearing conditions 
without extra stimuli or inducers.  These results suggest that ROS generation is a 
common biological feature of at least the fish species tested in this study.  
3．  Since the addition of superoxide dismutase (SOD) resulted in a significant 
disappearance of chemiluminescence signals, the larvae of these six marine fish 
species primarily produced superoxide anions.  
4． The larvae of these six marine fishes produce ROS to considerably different extents.  
The exact reason for these differences is unclear now, it might reflect the different 
biological characteristics of the ROS generation systems in the various fish species. 
The devil stinger, marbled rockfish, and black rockfish showed much higher levels of 
chemiluminescence responses than the others. Since it is known that the survival 
rate of these fish species are unstable because of sudden mass mortality during the 
larval rearing stage, the higher level of ROS production of these fish species may be 
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somewhat linked to this incidence. 
5． I examined the ROS production of the devil stinger embryo. The embryo of the devil 
stinger produced a certain level of ROS;  furthermore, when the soluble proteins 
extracted from embryos were analyzed by immunoblotting, using an antibody 
against human neutrophil cytochrome b558 large subunit (gp91phox), a main band 
of approximately 91 kDa was detected in the cells of the mouse macrophage cell line 
RAW264.7. These results suggest that the devil stinger has an ROS generation 
system that is already activated at a fairly early stage of development, before the 
maturation of the usual immune system. 
6． The ROS levels of devil stinger larvae in a rearing experiment for mass seed 
production were monitored utilizing chemiluminescence analysis during the initial 
15 days.  Although the larvae escaped extinction, outbreaks of mass mortality 
occurred two times out of six rearing experiments.  In two experiments, the ROS 
levels surged for a while before increasing mortality.  These results suggest that 
the mortality of larvae might be predictable by monitoring ROS levels during 
rearing.  
7．  The expression level of gp91phox was analyzed by immunoblotting analysis during 
embryogenesis of devil stingers. The variation pattern of gp91phox were coincident 
with the pattern of ROS generation, both the expression of gp91phox and ROS 
generation reached a peak at about 30 hours post fertilization.  
8． The high ROS level was observed in the fish species prone to mass mortality; 
furthermore, increases of ROS generation coincided with mortality in the case of the 
devil stinger. These results demonstrate that an environmental factor, such as 
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infection with some kind of bacteria trigger over production of ROS, and excess ROS 
might cause mass mortality.  
